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tannins  and  stilbene  glycosides  are  among  the  compounds  that  comprise  majority  of  the 
antioxidative extractives. For developing feasible production chain for softwood bark extractives, 
knowledge on raw material quality is critical. This study examined the fate of spruce bark tannins 
and  stilbenes  during  storage  treatment with  two  seasonal  replications  (i.e.,  during winter  and 
summer). In  the experiment, mature  logs were harvested and stored outside. During six‐month‐
storage periods, samples were periodically collected for chemical analysis from both inner and outer 
bark  layers. Additionally,  bark  extractives were  analyzed  for  antioxidative  activities  by  FRAP, 
ORAC, and H2O2 scavenging assays. According to the results, stilbenes rapidly degraded during 
storage, whereas tannins were more stable: only 5–7% of the original stilbene amount and ca. 30–
50%  of  the  original  amount  of  condensed  tannins were  found  after  24‐week‐storage.  Summer 
conditions  led  to  the  faster modification  of  bark  chemistry  than winter  conditions. Changes  in 
antioxidative activity were less pronounced than those of analyzed chemical compounds, indicating 
that  the derivatives of  the compounds contribute  to  the antioxidative activity. The results of  the 
assays showed that, on average, ca. 27% of the original antioxidative capacity remained 24 weeks 

















Bark of Norway  spruce  trees  (Picea  abies  (L.) Karst.)  contains high  amounts of polyphenolic 
compounds,  including  condensed  tannins  (CTs),  stilbenes  (mainly  stilbene  glycosides  and  their 
aglycones), lignans, and flavonoids. These phytochemicals show multiple biological activities, such 
as antifungal and antimicrobial protection and antifeedant activity, all known  to be vital  for  tree 












stilbenes  with  structural  similarities  to  that  of  resveratrol  are  therefore  of  interest  for  refining 
purposes [17]. 
Evidence exists that the content and composition of bark metabolites varies within bark layers, 
between  individual  trees  and  forest  stands,  as well  as  among  the  geographical  origins  of  tree 
populations [18–20]. These biological variations in bark quality may, however, be rapidly exceeded 
by the more pronounced property changes due to terminal and logistical operations, e.g., storage of 
biomass  [21].  The  current  chains  of  operations  from  timber  harvesting  to  logistics  and  wood 
processing  at  industrial  sites  are  optimized  for  processes  that  utilize  roundwood  (i.e.,  sawing, 
pulping,  energy uses).  In  contrast  to wood,  bark  is  chemically more  complex  [22]  and prone  to 
substance losses or changes in chemical composition during storage, i.e., after tree harvesting and 









to microbial  degradation  reactions,  they  are  also  lost  due  to  leaching  [24,25].  Photodegradation 
reactions of phenolic compounds, such as stilbenes, may also occur during storage, as UV light and 
enzymatic  activity  catalyzes  formation  of  phenoxy  radicals, which  being  very  unstable,  lead  to 
polymerization and cyclization reactions  [17,26,27]. However, the changes  in the composition and 
content of  extractable phytochemicals within bark during  storage  remain poorly  elucidated  [28]. 
Furthermore, the concurrent changes in biological activities of bark extracts during storage are not 
fully  understood.  To  create  sustainable  and  economically  feasible  bark‐based  biorefineries,  it  is 
important to improve our understanding on the effects of long‐term storage on the chemical quality 
of bark. 
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The aim of this study was to analyze the storage‐time dependent changes in the content of major 




variability exists  in  the rate of bark chemical modification during storage  (i.e., higher rate during 
summer with warmer  temperatures);  and  (3)  bark  stored  on  timber  logs  (i.e.,  before debarking) 










one year  in  the bark pile at sawmill were collected and  their ethanol‐water extracts qualitatively 
analyzed by gas chromatography‐mass spectrometry (GC‐MS) for the presence of stilbene glycosides 
(Figure 1a,b). According to the analysis, fresh bark contained all trans‐stilbene glycosides typical of 
Norway  spruce bark, namely piceid, astringin, and  isorhapontin  [9]. However,  these compounds 
were  not  detected  from  the  extracts  obtained  from  the  bark  stored  for  a  longer  time  period. 












spruce  saw  logs  (i.e.,  the  sum  of  stilbene  glycosides  and  stilbene  aglycones  in  whole  bark) 
significantly  declined  during  the  storage  (Figure  2,  Table  1).  It  is  known  that  environmental 
conditions have an effect on the microbial degradation of wood [23], as well as chemical reactions 



















than the content determined by  thioacidolysis  (Figure 3) but a high correlation  (p < 0.001) existed 
between the results from the two methods (Figure 4). This is understandable due to differences in the 
methods. The measurement of absorbance at 280 nm  is commonly known as  total phenolic  index 
(TPI)  since  largely  all plant phenolics have  an  absorption band  at  280 nm  and often with much 
stronger absorption intensity than tannins. However, both methods indicated quite a similar fate for 
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outer bark tannins begun to fade immediately (Figure 3, Table 1). After 4 weeks, less than half of the 
original  tannin content was determined  in  the outer bark after which  the content  remained quite 
stable.  The  tannin  content  of  inner  bark  was  quite  stable  for  the  first  4  weeks  but  decreased 
remarkably during the next 8 weeks and continued to decrease until the end of the storage (Figure 
3). 









Figure 3. Yield of  condensed  tannins  in  inner and outer bark of Norway  spruce  saw  logs during 
storage  treatments  in  winter  and  summer  2017  as  measured  by  the  methods  of  UV 














































of antioxidative activities of bark extracts  (70% EtOH) of Norway  spruce saw  logs analyzed with 
ORAC, FRAP, and SCAV tests. Interaction terms are indicated by x. 
  p‐Values, Saw Logs   
Factor  Stilbene Glycosides  Stilbene Aglycones  CTs HPLC  CTs UV  ORAC  FRAP  SCAV 
Storage time  0.003  0.007  0.005  0.000  0.001  0.000  0.031 
Bark layer  n.d.  n.d.  0.000  0.000  0.001  0.001  0.025 
Season  0.009  0.010  0.140  0.052  0.526  0.386  0.275 
Storage time × Bark layer  n.d.  n.d.  0.001  0.003  0.145  0.002  0.465 
Storage time × Season    n.d.  n.d.  0.061  0.152  0.089  0.006  0.737 
Bark layer × Season  n.d.  n.d.  0.003  0.001  0.177  0.287  0.543 
Storage time × Bark layer 
× Season 
n.d.  n.d.  0.021  0.030  0.730  0.399  0.563 
2.4. Composition of Condensed Tannins in Bark during Storage Experiment 
Condensed  tannins  in  spruce  bark  were  mostly  made  of  (epi)catechins  but  also 
(epi)gallocatechins were  detected  as minor  subunits,  especially  in  outer  bark  (Table  2). Already 
previous  studies have  shown  that condensed  tannins  in Norway  spruce are mostly procyanidins 
along with small proportions of prodelphinidins [15,29–31]. The average degree of polymerization 
was generally higher  for  tannins  in  inner bark  than  in outer bark  (Table 2). Small proportions of 
condensed  tannins  with  A‐type  linkages  were  detected  in  some  samples.  Proportion  of 






Season  Time Weeks  Sample  DP 1  PC 2 (%)  PD 3 (%)    A‐type 4 (%) 
W  0  IB  8.2 ± 0.7  100.0  n.d.  n.d. 
W  2  IB  8.7 ± 0.8  100.0  n.d.  n.d. 
W  4  IB  7.4 ± 1.0  99.9  0.2  n.d. 
W  12  IB  8.0 ± 1.8  100.0  n.d.  n.d. 
W  24  IB  8.3 ± 2.8  95.5  4.5  n.d. 
W  0  OB  6.1 ± 0.4  83.4  16.6  1.5 
W  2  OB  6.4 ± 0.4  90.5  9.5  n.d. 
W  4  OB  6.2 ± 0.8  83.8  16.2  n.d. 
W  12  OB  6.9 ± 1.8  84.8  14.2  n.d. 
W  24  OB  6.6 ± 0.4  86.0  14.1  1.3 
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S  0  IB  7.1 ± 0.1  100.0  n.d.  2.8 
S  2  IB  5.6 ± 0.6  99.2  1.6  5.6 
S  4  IB  6.2 ± 0.7  100.0  n.d.  3.6 
S  12  IB  8.0 ± 0.4  97.1  2.9  2.2 
S  24  IB  6.2 ± 0.3  95.2  4.8  n.d. 
S    0  OB  5.9 ± 0.4  93.6  6.5  2.6 
S  2  OB  5.5 ± 0.6  91.2  8.8  2.7 
S  4  OB  7.0 ± 0.2  80.4  19.7  1.6 
S  12  OB  7.5 ± 0.5  84.1  16.0  n.d. 
S  24  OB  6.7 ± 0.1  81.7  18.3  n.d. 
1 DP = mean degree of polymerization; 2 PC (%) = procyanidins, i.e., (epi)catechin units proportion; 3 









proportions  of  high molar weight  compounds  (region  ‘A’),  especially  in  the  case  of  inner  bark 
(Figures 5 and 6, Table 3). For inner bark, the rate of change in compound ‘A’ proportion was also 






The reasons  for changes  in bark chemical quality during  the storage and weathering  include 
enzymatic reactions (e.g., living cell respiration) and biological degradation (due to various bacteria 
and fungi), as well as thermo‐chemical oxidative reactions at the presence of adequate oxygen and 























Factor  A  B  C 
Storage time  0.002  0.568  0.143 
Bark layer  0.001  0.002  0.138 
Season  0.337  0.141  0.257 
Storage time × Bark layer  0.059  0.192  0.382 
Storage time × Season    0.171  0.279  0.248 
Bark layer × Season  0.186  0.540  0.350 





























































(i.e., ORAC, FRAP, and SCAV), which differ  in  their objectives  [35]. All  the studied bark extracts 
posed  high  antioxidant  power.  The  results  are  consistent  with  previously  published  research 
indicating that spruce bark has much potential as a source of antioxidants amongst the studied wood 
species [9,36,37]. 





Outer  layers of  bark may  thus provide protection  from  the deteriorative  factors  (e.g., microbial, 
weather, mechanical) during  the storage. For pulpwood,  in contrast, no such a clear difference  in 
antioxidative capacity was observed between the bark layers (Table 4, Figure S1). 
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Factor  ORAC  FRAP  SCAV 
Storage time  0.000  0.000  0.018 
Bark layer  0.323  0.225  0.006 
Season  0.014  0.001  0.399 
Storage time × Bark layer  0.644  0.357  0.412 
Storage time × Season    0.001  0.546  0.052 
Bark layer × Season  0.765  0.577  0.043 




































for  storage  study was  finalized on  7 February. Similarly,  for  the  summer  storage  study Norway 
spruce trees were felled on 29 May and the experimental setup was constructed on 30 May. All the 


























  Number    Weeks  Years  dm  mm  mm  dm  mm  mm  mm  mm  mm  mm 
Winter 
Storage 
3  7.2.2017  0  119  225  362  345  47  310  319  290  306  261  270 
33  7.2.2017  0  96  223  321  272  46  273  255  242  249  215  227 
12  21.2.2017  2  95  221  282  291  45  257  275  235  251  221  223 
15  21.2.2017  2  110  222  323  345  46  302  291  293  277  255  243 
1  7.3.2017  4  97  210  301  299  47  260  258  234  238  216  219 
2  7.3.2017  4  94  215  280  277  46  282  279  257  263  235  232 
30  2.5.2017  12  73  206  260  263  46  234  226  204  207  191  185 
34  2.5.2017  12  56  213  362  362  45  317  305  282  290  254  262 
14  25.7.2017  24  96  224  323  341  46  264  269  238  244  207  210 
31  25.7.2017  24  78  256  305  299  46  282  281  256  261  247  240 
Summer 
Storage 
41  30.5.2017  0  67  243  307  310  48  279  272  262  254  243  237 
51  30.5.2017  0  70  245  362  357  44  310  311  300  291  292  289 
47  12.6.2017  2  84  259  360  345  44  300  292  287  285  273  265 
50  12.6.2017  2  108  233  317  327  47  272  287  251  249  232  219 
44  26.6.2017  4  100  270  392  399  43  350  342  324  326  313  305 
49  26.6.2017  4  95  255  360  364  49  303  310  281  284  254  256 
45  22.8.2017  12  94  260  326  326  47  284  290  274  267  290  246 
46  22.8.2017  12  58  225  304  300  48  256  239  225  219  206  199 
42  13.11.2017  24  89  262  359  358  46  329  318  316  305  290  284 
43  13.11.2017  24  93  252  285  278  48  271  260  246  242  226  224 
  
















  Number    Weeks  Years  dm  mm  mm  dm  mm  mm  mm  mm  mm  mm 
Winter 
Storage 
22  7.2.2017  0  69  114  121  124  46  133  143  113  113  98  97 
23  7.2.2017  0  65  124  127  131  50  136  146  119  125  102  103 
8  21.2.2017  2  103  114  132  125  48  152  145  122  120  97  97 
29  21.2.2017  2  38  129  151  145  50  153  160  145  136  110  110 
10  7.3.2017  4  86  142  155  153  50  177  175  149  152  130  125 
16  7.3.2017  4  82  125  126  129  51  150  150  120  122  103  103 
18  2.5.2017  12  81  121  129  121  51  180  157  120  115  100  109 
25  2.5.2017  12  50 *  130  130  137  53  153  155  130  129  104  108 
4  25.7.2017  24  87  143  139  140  48  150  153  133  131  118  118 
27  25.7.2017  24  49  114  136  137  51  143  144  126  129  105  101 
Summer 
Storage 
54  30.5.2017  0  90  117  147  134  51  165  195  134  137  106  109 
56  30.5.2017  0  87  112  119  131  52  141  145  121  120  93  92 
58  12.6.2017  2  62  121  125  119  51  143  140  113  108  90  91 
59  12.6.2017  2  55  100  124  124  52  144  143  112  109  75  79 
55  26.6.2017  4  85  130  157  155  55  184  184  154  143  126  121 
61  26.6.2017  4  70  128  145  137  53  132  136  119  120  98  96 
53  22.8.2017  12  70  127  164  162  51  187  199  159  157  135  136 
60  22.8.2017  12  56  127  147  144  47  186  176  139  143  124  124 
52  13.11.2017  24  79  134  158  170  51  202  193  157  150  132  135 
57  13.11.2017  24  98  153  145  144  51  165  163  140  130  124  115 
* Possible inaccuracies in tree age determination due to the sample condition. 










Norway  spruce bark was provided by  the  sawmill  (Timo Timber Oy) at Utajärvi  (Northern 
Ostrobothnia region, Finland) in February 2017 (64°45′ N 026°25′ E). Both fresh bark and bark stored 
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The  phenolic  concentration  was  expressed  as  milligrams  of  purified  quebracho  tannin 
equivalents to milligrams of dry extracts. It was assumed  that the phenolic compounds  in conifer 
bark  extracts measured by  spectrophotometric measurement primarily  correspond  to  tannins,  as 
reported by Bianchi et al.  [30] and  the expression “tannin yield” was used  for  the  total phenolic 
compounds.  Highly  purified  quebracho  tannins  (FINTAN  QP,  Silvateam  S.p.A.,  San  Michele 







Eppendorf  vials  and  1 mL  of depolymerization  reagent  (3  g  cysteamine/4 mL  13 M HCl/56 mL 
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methanol) was added. The vials were  sealed and  incubated  for 60 min at 65  °C, after which  the 
degradation  products,  i.e.,  free  flavan‐3‐ols  (terminal  units)  and  their  cysteaminyl  derivatives 
(extension units), were separated on Zorbax Eclipse Plus C18 column  (Agilent Technologies,  Inc.; 
Espoo,  Finland,  2.1  ×  50 mm,  1.8  μm)  and  determined  by HPLC  (Agilent  1290  Infinity, Agilent 
Technologies,  Inc., Espoo, Finland) equipped with diode array detection  (DAD) and  fluorescence 
detection (FLD). 
3.4.3. Yield of Stilbene Glycosides 





CA, USA)  equipped with  a Zebron ZB‐5MSi  capillary GC  column  (30 m  ×  0.25 mm  ×  0.25  μm). 
Identification of  the peaks was done by comparing the  fragmentation patterns with a commercial 
(NIST14/Wiley11) library, as well as the MS libraries available at our laboratory. Quantification of the 
identified  stilbene  glycosides  (astringin,  isorhapontin,  piceid),  and  stilbene  aglucones  (sum  of 
resveratrol, isorhapontigenin, and piceatannol) was done by GC‐FID (Agilent Hewlett‐Packard 6850) 
equipped with an Agilent HP‐5 19091J‐413 column (30 m × 0.32 mm × 0.25 μm) on silylated samples, 





The molar  weight  profile  of  the  ethanol  extracts  was  determined  by  High  Pressure  Size‐
Exclusion  Chromatography  (HP‐SEC)  using  an  Agilent  1100  Series  HPLC  instrument  (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with a G1315B DAD‐detector, 2 × Jordi Gel DVB 500A 
(300 mm × 7.8 mm) columns (Columnex LLC, New York, NY, USA; 40 °C), and a 50 mm × 7.8 mm 
guard  column. This  setup  allows  selective  analyses  of  aromatic  (polyphenolic)  compounds. One 
percent AcOH (J.T. Baker, Deventer, Holland) in THF (Riedel‐de Haën‐Honeywell, Seelze, Germany) 
served as eluent at a flow rate of 0.8 mL/min with 35 min analysis time/sample. The samples stored 








into  region A  (15–20 min)  representing  oligomeric  and  polymeric  structures with molar masses 
15,000–1500 g/mol, region B (20–22 min) representing molar weights 1500–500 g/mol and region C 
(22–27  min)  representing  molar  weights  500–50  g/mol.  For  the  calibration  of  molar  weight,  a 
commercial polystyrene standard was used. 
3.5. Antioxidative Analysis of Extracts 
Antioxidant properties  of  the  extracts were  assessed  by  indirect methods  to  cover different 
antioxidant mechanisms.  Indirect methods  included  a  single  electron  transfer‐based  (SET)  and  a 
hydrogen atom transfer‐based (HAT) (FRAP and ORAC) and radical scavenging assays (SCAV). 
  




storage  experiments were measured  using  a  SET‐based  FRAP  (Ferric  ion  reducing  antioxidant 
power) method, which measures the ability of an antioxidant to reduce ferric (FeIII) to ferrous (FeII) 
ions  [43]. The  reaction mixture contained  the sample, 20 mM FeCl3∙6H2O  (Sigma‐Aldrich Chemie 
GmbH,  Steinheim,  Germany)  and  10 mM  2,4,6‐Tris(2‐pyridyl)‐s‐triazine  (TPTZ)  (Sigma‐Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim, Germany)  in 300 mM acetate buffer pH 3.6. The  formation of  ferrous‐
tripyridyltriazine  complex  in  the  reaction mixture  is measured  by  absorbance  at  593  nm  in  96‐
microplate format with three technical replicates of each sample on the plate and series of dilutions 




The  Oxygen  Radical  Absorbance  Capacity  (ORAC)  assay  is  a HAT  based method,  which 









sample  concentration  to  the  standard  curve.  0.153  mM  Trolox  ((±)‐6‐Hydroxy‐2,5,7,8‐










GmbH,  Steinheim, Germany). After  30 min  incubation,  the  absorbance  of  ferric‐xylenol  orange 
complex at 560 nm was measured. The assay measures the ability of the sample to scavenge H2O2 
and prevent  the oxidation of Fe(II)  to Fe(III) which  is  indicated by  the  formation of  ferric‐xylenol 























degradation,  modification,  and  possible  leaching  of  the  valuable  compounds  during  storage. 
Therefore, debarking would lead to more rapid degradation processes of the valuable compounds. 
Based on the results, we conclude that for optimizing bark quality prior to its processing in bark‐
based  biorefineries,  debarking  should  be  postponed,  and  bark  stored  intact  on  logs  instead  of 
debarked feedstock in piles. In order to prolong the quality of bark feedstock for recovery of value‐
























Author Contributions: T.J.  acquired  funding, participated  in  the  study  conception, data  interpretation  and 
analysis, and wrote the manuscript; H.B. participated in the study conception, data interpretation and analysis, 







Research”,  InnoTrea  ‐project,  no  305763;  Boosting  the  use  of  high‐value  substances  from  trees:  innovating 















Resources  Institute  Finland:  Helsinki,  Finland,  2020.  Available  online:  https://stat.luke.fi/en/wood‐
consumption (accessed on 27 July 2020). 
2. Björklund,  L.  Bark  på Massaved–en  Studie  över  Barkhalten  i  Travar med Massaved;  The  Swedish  Timber 





















11. Varila, T.; Brännström, H.; Kilpeläinen, P.; Hellström,  J.; Romar, H.; Nurmi,  J.; Lassi, U. From norway 
spruce bark to carbon foams: Characterization, and applications. BioResources 2020, 15, 2, 3651–3666. 
12. Sánchez‐Martín,  J.;  Beltrán‐Heredia,  J.;  Pizarro‐Rebollo,  A.  Cationic  tannins:  New  and  effective 










16. Singh, A.P.;  Singh,  R.;  Verma,  S.S.;  Rai,  V.;  Kaschula,  C.H.; Maiti,  P.; Gupta,  S.C. Health  benefits  of 
resveratrol: Evidence from clinical studies. Med. Res. Rev. 2019, 39, 1851–1891, doi:10.1002/med.21565. 
Molecules 2020, 25, 4228  22  of  22 
 
17. Välimaa, A.‐L.; Raitanen, J.‐E.; Tienaho, J.; Sarjala, T.; Nakayama, E.; Korpinen, R.; Mäkinen, S.; Eklund, P.; 




19. Jyske,  T.; Kuroda, K.;  Suuronen,  J.P.;  Pranovich, A.;  Roig  Juan,  S.; Aoki, D.;  Fukushima, K.  In  planta 
localization of stilbenes within Picea abies phloem. Plant Physiol. 2016, 172, 913–928. 











25. Hedmark, Å.;  Scholz, M.  Review  of  environmental  effects  and  treatment  of  runoff  from  storage  and 
handling of wood. Bioresour. Technol. 2008, 99, 5997–6009. 









30. Bianchi, S.; Gloess, A.N.; Kroslakova,  I.; Mayer,  I.; Pichelin, F. Analysis  of  the  structure of  condensed 
tannins in water extracts from bark tissues of Norway spruce (Picea abies [Karst.]) and Silver fir (Abies alba 
[Mill.]) using MALDI‐TOF mass spectrometry. Ind. Crops Prod. 2014, 61, 430–437. 











35. Rodríguez‐Bonilla,  P.;  Gandía‐Herrero,  F.;  Matencio,  A.;  García‐Carmona,  F.;  López‐Nicolás,  J.M. 














hot‐water  extraction.  In Proceedings of  the  19th  International Symposium on Wood, Fibre  and Puling 
Chemistry, Porto Seguro, Brazil, 28 August–1 September, 2017. 
40. Rasi, S.; Kilpeläinen, P.; Rasa, K.; Korpinen, R.; Raitanen, J.‐E.; Vainio, M.; Kitunen, V.; Pulkkinen, H.; Jyske, 
T. Cascade processing  of  softwood  bark with hot water  extraction, pyrolysis  and  anaerobic digestion. 
Bioresour. Technol. 2019, 292, 7, doi:10.1016/j.biortech.2019.121893. 
41. Venäläinen, A.;  Tuomenvirta, H.;  Pirinen,  P.; Drebs, A. A  basic  Finnish  climate  data  set  1961–2000–
description and illustrations. Finn. Meteorol. Inst. Rep. 2005, 5, 1–27. 
42. Mattila, P.H.; Pihlava,  J.‐M.; Hellström,  J.; Nurmi, M.; Eurola, M.; Mäkinen, S.;  Jalava, T.; Pihlanto, A. 





radical  absorbance  capacity  (ORAC)  using  a  multichannel  liquid  handling  system  coupled  with  a 








47. Jiang,  Z.‐Y.; Woollard, A.C.; Wolff,  S.P. Hydrogen  peroxide  production  during  experimental  protein 
glycation. FEBS Lett. 1990, 268, 69–71, doi:10.1016/0014‐5793(90)80974‐n. 
Sample Availability: Samples of the compounds are not available from the authors. 
 
© 2020 by  the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article  is an open 
access article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons 
Attribution (CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
